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Chronic  lymphocytic  leukemia  (CLL)  is  a  B‐cell malignancy.  High  levels  of  Bcl‐2  and  IAP 
family  proteins  are  responsible  for  apoptotic‐resistance  and  accumulation  of  mature  CLL 
lymphocytes  in  bone‐marrow,  lymph  nodes  and  peripheral  blood.  Besides  pro‐survival  proteins, 
supporting  stromal cells as well as  soluble  factors  in  the microenvironment of bone‐marrow and 
lymph nodes provide survival advantage to CLL leukemic cells.   
Though  the  stromal  –  leukemia  cell  interactions  has  been  studied  extensively,  in‐depth‐
knowledge on the regulation of apoptotic pathway proteins in the context of microenvironment is 
still  limited. To address  this,  the  first part of our  study  focused on comprehensive analysis of 93 
gene transcripts from seven families that are key regulators of apoptosis such as Bcl‐2, IAPs, NF‐kB, 
Caspase,  TNF  receptor  superfamily  (TNFRSF),  Death  Domain  (DED)  and  Caspase  Activation  and 
Recruitment  Domain  (CARD)  families  using  “real‐time  PCR  apoptosis  array‐card”. While  shorter 
incubations with supporting stromal cells induced significant changes in 22/93 transcripts including 
Bcl‐2  (6/22),  TNFRSF  (5/22),  DED  (5/22),  Caspase  (2/22)  family  members,  longer  incubations 
induced significant changes in 8/93 transcripts from NF‐kB (4/8) and Bcl‐2 (2/8) family members. At 




 The  second  portion  of  this  study  involved  therapeutic  manipulation  of  executioner 
caspases in restoring apoptotic pathway that is frequently blocked by upstream anti‐apoptotic Bcl‐2 
family members.  A  novel  therapeutic  approach  that  can  potentially  bypass  the  functional  pro‐
survival proteins and directly activate  terminal executioner procaspases  to  induce apoptosis was 





and  microenvironmental  factors.  Mechanistically,  L14R8  acted  through  direct  activation  of 
























































































































































































































































































































































































































































































CXCR4  recptor  promotes  adhesion  to  BMSCs  [65],  [66].   While VLA‐4  expression  has  prognostic 
impact on CLL cells [67], the expressions of ICAM‐1 and L‐selectin (CD62L) have been variable and 
broadly  regulated  by  cytokines.  Importantly,  adhesion  of  CLL  cells  to  fibronectin  elevates  Bcl‐2 
levels and  increase Bcl2/Bax ratio [65].   Other  important adhesion molecule  in CLL  includes CD44.  
Taken  together,  accessory  cells,  stromal  cells,  integrins,  cytokines  and  chemokines  together 











































are major  contributor  for  abnormal  CLL  survival.  There  are  26  Bcl‐2  family members  previously 
reported and 14 out of 26 Bcl‐2 family members were of human origin. Human Bcl‐2 families were 
categorized  in  to  3  sub  families  based  on  the  functional Bcl‐2  homology BH  domains  [69].  First 
subcategory, anti‐apoptotic proteins  included Bcl‐2, Bcl‐b, Bcl‐xL, Bfl‐1, Bcl‐w, and Mcl‐1 proteins, 
function as  inhibitors of apoptosis process. Critical  functional  importance has been evidenced  for 
these  six  anti‐apoptotic Bcl‐2  family proteins.   Bcl‐2 protein documented  for peripheral blood B 
cells population maintenance in adulthood [70], Bcl‐xL protein showed to be required for immature 
thymocytes survival  [71]. Also, expression of Mcl‐1 needed not only  for hematopoietic stem cells 
survival  but  also  for mature  lymphocytes  development.  [72,73].  Besides  this  observation,  over 
expression of Mcl‐1 protein in transgenic mice induced B‐cell lymphomas [74]. Knockdown of Bfl‐1 
transcript expression has been associated with induction of apoptosis in CLL cells [75]. Function of 
anti‐apoptotic  Bcl‐2  family member  Bcl‐w,  previously  documented  to  be  associated with  sperm 
cells rather than lymphocytes [76].  
Second  subcategory  is  multi‐domain  pro‐apoptotic  proteins  Bak,  Bax,  and  Bok,  which 
function  as  facilitator  of  the  apoptotic  cascade.    Pro‐apoptotic  Bcl‐2  family  proteins  function 
opposite  to  anti‐apoptotic  proteins  and  induce  apoptosis.  Bax  and  Bak  are  Bcl‐2  family  pro‐
apoptotic  proteins  and  activate  apoptosis  thorough mitochondrial membrane  permeabilization‐







which  function  as  activator  of  BH3  only  proteins  and  Bad,  Bmf,  Bik, Hrk,  Bcl‐rambo, Noxa,  and 
Puma, which function as sensitizers of apoptosis [82]. BH3 only pro‐apoptotic Bcl‐2 family proteins 
function  as  activator  or  sensitizers  of  apoptosis.  One  member,  Bid,  function  in  myeloid  cells 
population maintenance  [83]; while another member Bim    function  in B cells program cell death, 




with stromal cells  increased apoptosis compared to normal cells  in suspension. This  indicates that 
malignant B‐cells have altered  signaling pathways  compared  to normal B‐cells  signaling pathway 
and obtain advantage from stroma cells or microenvironment [14]. It  is now evident that CLL cells 
get partial prolong survival through  interaction with stromal cells. CLL cells  in bone marrow tissue 
microenvironment  constantly  interact  and  receive  survival  signals  through  pathways  like  B‐cell 
receptor,  Notch,  Wnt  signaling,  CXCR4  receptor  activation,  etc.  and  activate  transcription, 
translation or post translational modification of downstream anti‐apoptotic proteins  [89,90], [91]. 
Stoma‐induced signaling  in CLL  increases expressions of  IAPs such as cIAP1, cIAP2, Xiap  [92], and 
Bcl‐2  family members  such  as Mcl‐1,  Bcl‐xL,  and  Bfl‐1  proteins.  Studies  also  demonstrated  that 
stroma‐induced  Mcl‐1,  Bcl‐xL  and  Bcl‐2  proteins  not  only  played  important  role  in  prolonged 
survival of CLL cells but also  in  resistance  to  spontaneous apoptosis and drug‐induced  cell death 
[93], [37,94,95]. Similarly, CLL patient lymphocytes co‐cultured with lymph node microenvironment 
cell lines, example nurse‐like cells, induced Bcl‐xL and Bfl‐1 expression, which are other pro‐survival 


































































































































































































































































































































































































































































































































































1  M  71  0  UNMUTATED  NEG  4  85.3  3.8  ND 
2  F  59  0  UNMUTATED  POS  1  98.8  2.9  NEG 
3  M  57  0  ND  ND  0  12.5  2.7  NEG 
4  F  64  0  UNMUTATED  ND  2  31.1  2.7  NEG 
5  M  77  1  92.9  ND  4  41.3  2.7  ND 
6  M  67  0  UNMUTATED  NEG  2  214  4.5  11Q 
7  M  82  2  MUTATED  POS  4  18  3.9  13Q 
8  M  86  0  MUTATED  ND  4  81.7  5  ND 
9  M  48  0  MUTATED  ND  1  10.6    NEG 
10  M  56  0  ND  POS  1  109.9  2.6  11Q 
11  F  61  0  MUTATED  NEG  1  138.7  3  NEG 
12  M  68  0  MUTATED  NEG  1  11.4  2.2  ND 
13  F  61  0  UNMUTATED  NEG  2  221.4    17P 
14  F  68  0  ND  NEG  0  28.2  5.3  17P 
15  M  70  0  MUTATED  ND  4  36.7  4.2  ND 
16  F  62  1  UNMUTATED  ND  1  38  4.6  p53 
17  M  35  0  ND  NEG  1  101.1  2.2  ND 
18  M  57  0  MUTATED  ND  0  31.7  1.3  NEG 
19  M  69  0  MUTATED  POS  0  26  2.2  NEG 
20  F  77  0  MUTATED  NEG  2  159.1  7.6  13Q 
21  M  64  0  MUTATED  ND  4  16.7  2.6  13Q 
22  F  65  1  MUTATED  ND  1  93.5  ND  NEG 
23  F  56  0  MUTATED  NEG  1  20.9  1.6  NEG 
24  M  77  2  ND  NEG  0  64.5  ND  13Q 
25  F  85  5  UNMUTATED  NEG  4  258.8  10.8  17P 
26  M  60  5  UNMUTATED  ND  1  28.6  3.1  ND 
27  F  79  0  MUTATED  ND  0  89.2  ND  ND 
28  M  70  0  MUTATED  NEG  1  64.7  4.6  11Q 
29  F  69  0  UNMUTATED  POS  1  81.4  3.3  11Q 
30  M  71  0  ND  ND         
31  F  62  0  ND  POS  2  184.5  3.1  11Q 
32  M  54  0  UNMUTATED  POS  2  113.8  3.1  17P 
33  M  61  0  UNMUTATED  POS  2  49  4.1  11Q 



















35  F  72  0  ND  ND  0  60.9  ND  ND 
37  M  77  2  ND    1  75.4  ND  13Q 
38  F  76  1  MUTATED  NEG        T12 
39  F  66  0  MUTATED  ND  0  52.2  3  13Q 
40  M  66  0  ND  ND  1  80.7  1.7  13Q 
44  M  75.0  0  ND  POS  3  178.6  10.5  p53 
45  M  73.0  0  UNMUTATED  POS  1  49.8  3.9  NEG 
46  M  64.0  0  UNMUTATED  POS  2  222.3  5.4  p53 
47  M  64.0  0  MUTATED  NEG  2  16.7  1.9  D13 
48  M  69.0  0  MUTATED  NEG  1  67  2.2  NEG 
49  M  47.0  2  ND  POS  1  45.7  2.7  D13 
50  F  67.0  0  MUTATED  NEG  0  55.6  2  ND 
51  M  43.0  0  MUTATED  POS  1  23.7  2.2  ND 
52  M  81.0  2  MUTATED  NEG  2  39.7  5.6  ND 
53  F  62.0  3  UNMUTATED  ND  4  119.7    11Q 
54  M  56.0  1  UNMUTATED  POS  1  91.2  2.7  NEG 
55  F  51.0  0  UNMUTATED  NEG  1  89.3  3.3  D13 
56  M  49.0  0  MUTATED  NEG  3  111.4  3.1  ND 
58  M  54.0  0  MUTATED  POS  2  129.5  5.1  D13 
59  F  65.0  1  MUTATED  NEG  0  109  3.1  NEG 
60  F  69.0  0  MUTATED  NEG  1  81.7  2  ND 
61  F  63.0  0  UNMUTATED  NEG  3  132.3  9.3  p53 
62  M  67.0  0  UNMUTATED  POS  2  104.1  4.4  ATM 
63  F  61.0  0  MUTATED  NEG  0  169    ND 
64  M  54.0  0  MUTATED  POS  2  123  5.1  D13 
65  M  71.0  3+  UNMUTATED  ND  3  113.9    ND 
66  F  87.0  0  MUTATED  NEG  0  28.9  2.9  ND 
67  M  71.0  3+  UNMUTATED  ND  4  97.2    ND 
68  F  73.0  3  UNMUTATED  POS  2  57.7  4.9  T12 
69  M  51.0  0  ND  POS  1  98.2  2.6  ND 




















71  F  59.0  0  UNMUTATED  POS  4  19.4  2.4  T12 
72  M  54.0  0  UNMUTATED  POS  4  130.4  3.4  p53 
73  F  51.0  0  UNMUTATED  NEG  4  68  3.7  D13 
74  F  46.0  0  MUTATED  NEG  1  28.5  1.8  D13 
75  M  52.0  0  MUTATED  NEG  0  28.5  1.7  ND 
76  F  73.0  0  MUTATED  NEG  1  46.8  2.3  D13 
78  M  68.0  0  ND  ND    33  3.7  D13 
79  M  82.0  0  ND  NEG  4  104.1  5.1  T12 
80  F  66.0  0  MUTATED  NEG  0  75.1  3.4  D13 
81  M  61.0  0  UNMUTATED  POS  1  51.8  3.6  ATM 
82  F  68.0  0  UNMUTATED  POS  1  122.8  3  p53 
83  M  69.0  0  MUTATED  NEG  1  46.2  3.7  ATM 
84  F  75.0  1  MUTATED  NEG  4  58.4  4.6  T12 
86  M  61.0  0  ND  NEG  0  25.4  2.2  ND 
87  M  41.0  0  MUTATED  NEG  2  102.1  2.4  ND 
88  M  47.0  0  MUTATED  POS  1  71.2  1.9  D13 
89  F  64.0  0  MUTATED  NEG  3  240.1  4  D13 
90  M  47.0  0  MUTATED  POS  4  85.2  4  D13 
91  F  69.0  0  MUTATED  NEG  1  107.6  2.1  nd 
92  M  61.0  0  UNMUTATED  POS  1  33.2  2.4  p53 
93  F  69.0  0  UNMUTATED  POS  1  51.5  3.2  p53 
94  M  67.0  0  UNMUTATED  NEG  0  24.9  2.2  p53 
94.1  M  77.0  2  ND  NEG  1  74    ND 
95  F  68.0  0  ND  NEG  1  25.1  3.2  D13 
96  F  55.0  0  UNMUTATED  POS  3  162.3  ND  p53 
97  M  63.0  1  UNMUTATED  POS  2  48.4  3.1  D13 
98  M  56.0  1  UNMUTATED  POS  2  184.9  2.6  D13 
99  M  67.0  0    NEG  0  16.1  1.6  p53 
100  M  56.0  0  MUTATED  NEG  1  80.1  1.3  ND 
101  M  66.0  0  UNMUTATED  POS  4  114.5  3  p53 
102  F  66.0  0  UNMUTATED  POS  1  52.7  2.7  NEG 
103  F  67.0  0  MUTATED  NEG  0  214.6  2.6  D13 
104  F  87.0  0  MUTATED  NEG  0  25.8  2.1  ND 
105  F  59.0  0  UNMUTATED  POS  4  47.1  ND  T12 
































































































































































































































































































































































































































































CLL  cells  in  suspension.  The  fold  increase  in  radiolabeled  uridine  incorporation  values  for  day  1 
(n=13)  and 3 days  (n=8) were 1.7+0.5  (p=0.0019;  Figure 11B)  and 2.5+1.0  (p=0.029;  Figure 11C) 
respectively.    The  collective  data  for  all  samples  is  presented  in  Fig  11D.  In  general,  stroma‐































































































































































































































































































































































































































































Function /  family / Domain  Day 1  Median  P Value 
CARD proteins family  NALP1  1.55  0.0012 
TNFR Super family  TNFRSF1B  0.72  0.0014 
TNFR Super family  TNFRSF10A  1.59  0.0018 
Bcl‐2 family  BCL2A1  1.66  0.0050 
Bcl‐2 family  BCL2L11  1.89  0.0054 
ENTH domain / Pseudo DED  ESRRBL1  1.27  0.0059 
Death Domain family  FADD  1.41  0.0107 
Death Domain family  CFLAR  1.21  0.0125 
ENTH domain / Pseudo DED  HIP1  1.67  0.0136 
Death Domain family  DEDD2  1.28  0.0144 
Bcl‐2 family  BCL2  1.23  0.0150 
TNFR Super family  TNFRSF21  2.63  0.0161 
Death Domain family  TRADD  1.31  0.0171 
NFkB proteins family  NFKBIA  1.38  0.0178 
Bcl‐2 family  BCL2L1  2.01  0.0179 
Caspase proteins family  CASP6  1.33  0.0196 
TNFR Super family  FAS  1.35  0.0197 
Death Domain family  DEDD  1.19  0.0262 
Caspase proteins family  CASP3  1.45  0.0319 
TNFR Super family  TNF  1.34  0.0389 
Bcl‐2 family  BAD  1.33  0.0394 
Bcl‐2 family interaction  BBC3  1.32  0.0487 
       
Function /  family / Domain  Day 3  Median   P value 
NFkB proteins family  NFKBIE  0.82  0.0003 
Bcl‐2 family  BCL2L1  0.72  0.0020 
TNFR Super family  TNFRSF1B  0.71  0.0054 
Inhibitors of IAPs  DIABLO  0.72  0.0301 
NFkB proteins family  NFKBIZ  0.82  0.0310 
NFkB proteins family  NFKB1  0.73  0.0338 
Bcl‐2 family  PMAIP1  0.66  0.0360 





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































CLL  lymphocytes  were  incubated  with  DMSO  alone  or  L14R8  for  24  hours  at  various 
concentrations  (Figure  28A‐F).  L14R8  induced  dose‐dependent  apoptosis  in  CLL  lymphocytes 
(IC50~10 µM, n=26)  (Figure 28A). Moreover,  individual graphs of different concentration of L14R8 
represented  each  patient  samples  response  (Figure  28B‐F).  DMSO  treated  samples  with  <40% 
viability were not included (n=2).  When CLL cells were incubated with 10µM L14R8 for 2, 4, 6, 8, 10 












































Function[136]  Gene name  Protein name  +ve in samples /    
total samples  
Apoptosis Initiator  CASP2  Caspase‐2  12/12 
Apoptosis Initiator  CASP8  Caspase‐8  12/12 
Apoptosis Initiator  CASP9  Caspase‐9  12/12 
Apoptosis Initiator  CASP10  Caspase‐10  12/12 
Apoptosis Effector  CASP3  Caspase‐3  12/12 
Apoptosis Effector  CASP7  Caspase‐7  12/12 
Apoptosis Effector  CASP6  Caspase‐6  12/12 
Pro‐inflammatory, and pyroptosis   CASP1  Caspase‐1  12/12 
Pro‐inflammatory, and pyroptosis  CASP4  Caspase‐4  12/12 
Pro‐inflammatory, and pyroptosis  CASP5  Caspase‐5  4/12 




















































































IC50 10 M (Range 5-15 M)






































































































DMSO            10hr    -       -        -         -         -       -
L14R8, 10 M   -      2hr   4hr    6hr    8hr   10hr    -































Cell type  n  Median  Range 
Normal B cells   3  31%  19‐53% 
Normal PBMCs  3  18%  16‐28% 































































DMSO               +        +         +        +         -         -         -         -
IL-6                    -         +         -        -          -         +        -           -
IgM                    -          -         +       -          -          -        +          -
CD40L              -          -         -        +          -         -         -          +























































































































































































































































































































































































WT Jurkat Casp8-/- Jurkatn=5
DMSO          STS           FasL           L14R8


































































































































Viability TMRE-Geomean Procaspase-3 exp
DMSO                  +           -            -            -            -           -            -
PAC1a 10 M         -           +           -            -            -           -            -



































































ZnSO4  + L14R8 added together (0 hr)
ZnSO4 added after 5 hr incubation of L14R8 (5 hr)
n=6
DMSO                  -                  -                 -                  -                 +
L14R8, M          10                10               10               10                -
















DMSO                  +        -         -         -          -         -         -         -         -
PAC1a,   10 M     -         +        -         -          -         -         -         -         -
ZnSO4,  100 M     -         -        +         -         +         -         +        -         +
ABT199    1nM    -          -         -         +         +         -         -        -         -
STS,    100 nM     -         -         -         -          -         +        +        -         -














































































































































Anti‐apoptotic  BIRC2  CIAP1 (cellular inhibitor of apoptosis 1)  12/12 
Anti‐apoptotic  BIRC3  CIAP2 (cellular inhibitor of apoptosis 2)  12/12 
Anti‐apoptotic  BIRC4  XIAP (X‐chromosome binding IAP)   12/12 
Anti‐apoptotic  BIRC5  Survivin  10/12 (low expression) 
Anti‐apoptotic  BIRC6  Bruce (Apollon)   12/12  
Anti‐apoptotic  BIRC7  ML‐IAP/KIAP (livin)  1/12  


























































































































































































































Pt No  2.5+2.5 5+5 7.5+7.5 10+10 
P101  0.80 1.03 1.14 1.49 
P102  0.74 0.75 1.02 1.02 
P103  0.80 0.91 1.08 1.23 
































































Our  study  pointed  out  that  analysis  of  apoptosis  pathway  transcripts  in  CLL  cells  under 
stromal  co‐culturing  revealed  a  distinct  pattern  of  changes  dependent  on  incubation  durations. 
127 
 
With  that  respect,  it  is  interesting  to  note  that  stroma‐induced  changes  in  transcript  levels  of 
TNFRSF and DED family pathway were only at short (1 day) duration of co‐culturing and were not 






































CLL  is  a  type of hematology malignancy which  thrives due  to defective  apoptosis  rather 
than  uncontrolled  proliferation.  Anti‐apoptotic  proteins  of  Bcl‐2  family  are major  roadblocks  in 
apoptosis execution in CLL and their expression is abnormally increased compared to normal B‐cells 
[34,36,158]. As mentioned  in  introduction,  critical  functional  importance  in CLL  cell  survival  and 
resistance  to  apoptosis  has  been  documented  for  all  six  Bcl‐2  family  anti‐apoptotic  proteins. 







Pro‐apoptotic  Bcl‐2  family  proteins  function  as  inhibitor  of  actions  of  anti‐apoptotic 
proteins. Apoptosis  induction  in CLL cells has been previously documented and  is detailed  in  the 





BH3  only  pro‐apoptotic  Bcl‐2  family  proteins  function  as  activators  or  sensitizers  of 
apoptosis  [83],  [84‐87],  [88].  There  are  nine members  of  this  family.  Our  study  demonstrated 
transcript and protein expression of six of nine BH3 only pro‐apoptotic Bcl‐2 family members (Table 
5  and  Figure  22  and  25).  Among  pro‐apoptotic  Bcl‐2  family  proteins,  1  day  stromal  coculturing 




apoptosis  [161].  Shorter  survivals  of  CLL  patients  were  associated  with  single  nucleotide 
polymorphism in Bax gene promoter region and low expression of Bax protein in CLL cells [33]. Our 
data demonstrated stroma  induced decrease  in pro‐apoptotic proteins at shorter time points and 





a day of  interaction. Overall, our data establish  that anti‐apoptotic members of Bcl‐2  family play 
critical  role  in  survival of CLL cells after coculturing with BMSC while both multidomain and BH3 
only domain pro‐apoptotic members play minor or supportive role.   
5.1.5: Interactions of Bcl‐2 family pro‐ and anti‐apoptotic proteins and CLL survival 
Recent  review  on  interactions  of  Bcl‐2  family  proteins  illustrated  four  models  ‘Direct 
activation’,  ‘Displacement’,  ‘Embedded  together’  and  ‘Unified’  for  BH3  only  pro‐apoptotic, 
multidomain pro‐apoptotic, and anti‐apoptotic Bcl‐2 family proteins [162]. BH3 only pro‐apoptotic 
proteins  activate  directly  (as  activator)  and  indirectly  (as  sensitizer)  multidomain  proteins  and 
induce apoptosis. Anti‐apoptotic proteins interact with multidomain proteins to interrupt apoptosis 
and  provide  survival  signals.  BH3  only  pro‐apoptotic  proteins  inhibit  anti‐apoptotic  proteins 
function  by  binding  with  them  or  with  multidomain  pro‐apoptotic  proteins.  The  complex 
interactions among anti‐apoptotic, BH3 only pro‐apoptotic and multidomain pro‐apoptotic proteins 
decide  overall  output  of  mitochondrial  membrane  permeabilization‐induced  apoptosis.  Multi 
domain proteins oligomerize and permeabilize outer membrane of mitochondria, which  releases 
cytochrome C and other components of inter membrane space and leads to apoptosis.   
Binding  of  anti‐apoptotic  proteins  and  BH3  only  pro‐apoptotic  proteins  to  Bax  and  Bak 
proteins depends on relative concentrations and interaction affinities of these proteins [162]. Puma 
is  common  activator  protein  and  has  high  affinity  binding  with  Bax/Bak  proteins  and  induces 






anti‐apoptotic  protein  (p=0.01;  Figure  23)  in  CLL  cells  at  24  hours.  Our  data  supports  these 
observations  that Puma and Bik might  involve at early  stage of  stromal  coculturing and  interact 
with  anti‐apoptotic  protein  Mcl‐1  to  reduce  apoptotic  signaling.  Also  stroma  decreased  Bak 
transcript at 12 hours  indicating  the possible decrease of Bak proteins at  very early  stromal‐CLL 
cells interactions, as we did not notice change at 24 hours. These suggest that stromal cells trended 
to  minimize  pro‐apoptotic  proteins  expressions  in  order  to  allow  survival  advantage  as  early 
interaction  response.  The  possible  interaction model  for  Bcl‐2  family  proteins  at  early  stromal 
interactions  is shown as Figure 47 (Top circle). At  longer  incubations, stromal cells  increased  in all 
anti‐apoptotic proteins  (except Bfl‐1), but did not  induce a change  in BH3 only and multidomain 
pro‐apoptotic proteins suggesting that anti‐apoptotic signals being predominant. It also suggested 



































































When  CLL  cell  are  present  in  bone marrow  and  lymph  node microenvironment  they  obtained 
survival  signals  and  increase  apoptotic  resistance  and  drug‐induced  resistance  [163].  Several 
members of anti‐apoptotic Bcl‐2  family have been  identified  in CLL  that  result  in endogenous or 
drug‐induced  apoptotic  resistance.  For  example, Bfl‐1  has  been  demonstrated  to  be  involved  in 
drug‐induced resistance. Consistence with these observations, we had increased expression of BFL‐
1  transcripts under bone marrow  stromal microenvironment.  It has been evidenced  that  stroma 
decreased  apoptotic  priming  in  CLL  cells  [164],  and Mcl‐1  and  Bcl‐2  are  involved  in  angiogenic 
switch  under  stromal  environment  [165].  In  CLL  cells, Mcl‐1 was  induced  in  follicular  dendritic 
environment and Bcl‐xL was induced in fibroblast cells expressing CD40 receptors [50,166]. Studies 
have  shown  that many  chemotherapeutic  agents  induced  apoptosis  in  CLL  cells  in  suspension 
cultures  but  resistance  to  apoptosis  is  developed  under  stromal  coculturing  [147].  Role  of  anti‐
apoptotic proteins have been documented in these scenarios and hence, attempts have been made 
to  find small molecule  inhibitors  for  these proteins  to  find  therapies. Some of  them are gossypol 
and  its  analogue,  AT‐101,  ABT‐737  and  obatoclax, which  specifically  target  anti‐apoptotic  Bcl‐2 
family proteins, shown to induce apoptosis in CLL cells even in presence of microenvironment [37]. 
This  signifies  our  report  of  increase  in  anti‐apoptotic  proteins  expression  under  stromal 
microenvironment.    
5.1.7: Duration of co‐culturing 
Duration  of  the  co‐culturing  is  another  factor  of  the  study  to  be  considered.  Longer 




of Mcl‐1, Bcl‐2, and Bcl‐xL proteins  in CLL cells  [44]. However,  long durations of  incubations have 
resulted in development of dendritic nurse‐like cells and hence these long duration possibly involve 
survival  signals  from  nurse  like  cells  and  development  of  resistance. With  this  respect, we  had 
purposefully selected shorter co‐culturing that has maximum of 3 days so that we could mimic and 
predict effects of bone marrow stromal microenvironment.  During short incubations, at 1 day co‐
culturing,  transcripts of both pro and anti‐apoptotic proteins  increased, however, only  few were 
translated  as  increase  in  protein  expressions.  (Figure  20‐25).  Stroma  induced  early  response  of 
protein expression  included decrease  in pro‐apoptotic 2/8 members, and stable expression of 5/8 





hours  (Figure  9C)  stromal  co‐incubation  time point was  selected  to  represent  complete  viability 
advantage.  As  expected, we  had  observed  2  distinct  pattern  of  gene  expression  on  both  days. 
Shorter duration of stromal co‐culturing demonstrated increase in transcripts of both pro‐ and anti‐ 
apoptotic members  i.e.  Bcl‐2  pro‐apoptotic  family,  Bcl‐2  anti‐apoptotic  family,  DED  family  and 
TNFRSF  family members  in  CLL  cells;  while  longer  duration  of  incubation  showed  decrease  in 
transcripts  of  pro‐apoptotic  family  members  of  NF‐kB  family,  and  transcripts  of  pro‐apoptotic 
DIABLO/SMAC, and also demonstrated increase in proteins of anti‐apoptotic Bcl‐2 family.  
Previously  Lagneaux  et  al.  demonstrated  that  normal  cells  incubated with  stromal  cells 
induced  apoptosis,  while  CLL  cells  incubated  with  stromal  cells  induced  survival.  This  finding 




apoptotic Fas  receptors expression  in CLL cells but NF‐kB survival signaling dominated  [104]. Our 
study also demonstrated that early phase of interaction of stromal cells induced expression of both 
pro  and  anti‐apoptotic  signals  but  only  anti‐apoptotic  transcripts  translated  to  proteins  and 
dominated  with  further  interactions  in  CLL  cells  (Table  4;  Figure  20‐25).  Hence,  it  can  be 




































































































































































































































the  contexts  of  pro‐  and  anti‐apoptotic  proteins.  Recently  new models  [162]  showed  that  the 
simple balance of these proteins is not the only factor which decides the overall fate of the cell and 
the  phenomenon  is  much  more  complex  than  previously  predicated.  However,  the  picture  of 
overall  prediction  of  pro‐  and  anti‐  apoptotic  proteins  provides  the  basis  to  further  understand 




we  have  not  evaluated mechanisms  of  these  changes  leading  to  survival  changes  in  CLL  cells. 
Transcripts  expressions  of  these  members  reflect  the  expression  pattern  of  proteins  to  some 
extent. However,  factors  such  as    post  translational modification  and  turnover  of  proteins  load 
partly  implies mechanistic  inputs  in CLL survival (reviewed  in [178]). Evaluation of these processes 
needs  to  be  carried  out  to  illustrate  comprehensive  mechanisms  of  CLL  survival  under 
microenvironment.   
We  used  NKTert  cell  line,  a  representative  cell  line  for  bone  marrow  stromal 




carry out  analysis  in CLL  cells under other bone marrow  stromal  cell  types  such  as  ST‐2, KUM4, 
KUSA H1. We choose NKTert cells based on the previous report by Kurtova et al. that NKTert cells 









stromal  co‐culturing,  which  along  with  previous  reports  support  the  notion  that  resistance  to 
current treatments occurs due to residual disease  in bone marrow. Moreover, other than stromal 
microenvironment, BCR signaling pathway  is another major factor contributing to malignant B cell 
survival;  this  is  described  in  the  introduction  (chapter  1  section  1.1.6  and  1.2.2).  The  current 
investigation did not evaluate  the apoptosis  resistance and  survival  signals  imparted due  to BCR 
signaling. 
Here,  in  the  study we had used pre‐printed 93 apoptosis genes on  the  real  time RT‐PCR 
array  card.  However,  there  are  additional  genes  belonging  to  different  families  of  apoptosis 




We  focused on  impact of  stroma on  apoptosis pathway  in CLL  cells; however,  there  are 




The  second  part  of  the  dissertation  focused  on  activation  of  apoptosis  in  CLL  cells  by 
pharmacological  activation  (l14R8)  that  bypasses  Bcl‐2‐mediated  anti‐apoptotic  resistance.  Our 
results  indicate  that  in  the presence of  stromal microenvironment  there was  reduction  in drug‐
induced  apoptosis.  It  would  be  important  to  evaluate  role  of  increased  IAP  family  proteins  in 
inducing resistance L14R8‐mediated CLL cell death. 
 Eventhough detailed cellular and biochemical mechanistic studies were performed. Further 




which would  help  to  optimize  and  design  generation  compounds with  better  structure‐activity 
relationship.  
At  another  level,  physiological  level  of  zinc  in  human  plasma  would  be  important  for 






























In  summary,  first  part  of  our  study  investigated  apoptosis  pathway  in  CLL  patient 
lymphocytes and impact of stromal microenvironment. Our investigations detailed comprehensive 
analysis of expression profiles of Bcl‐2 family proteins in CLL under stromal microenvironment. Our 
analysis  of  apoptosis  pathway was  carried  out  for  short  and  long  duration  co‐culturing, which 
showed different pattern of modulation of pro‐ and anti‐ apoptotic members and suggested time‐
dependent molecular  interactions  in CLL‐stromal  system. The  study also provided  information  to 
continue  exploring  apoptosis  resistance  and  survival  signaling  mechanisms  in  CLL  cells.  In 
conclusion, our study provided valuable information of apoptosis signaling pathways to understand 
CLL‐bone marrow microenvironment interaction. A corollary to circumvent anti‐apoptotic proteins‐




Therapeutic  index  and  plasma  levels  of  the  drug  suggest  clinical  feasibility  of  this  approach.  
Mechanistic  studies  illustrated  role of  zinc  ion while mechanism based  combination  approaches 
suggested IAP family.    
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